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摘要 : 该 文 实验 精子 采 自 昆明 地 区 经 笼 养 驯化 的 树 谣 (Tipaia belangeri), 检测 其 冷冻 前 后 运动 度 、 顶 体 完整 率 
以 及 检测 部 分 冷冻 精子 的 受精 能 力 。 实 验 一 :选用 8 种 已 报道 的 冷冻 稀释 液 TTE. TCG, TCF, TTG. BWW, 
BTS. DM. SR 稀释 鲜 精 ， 并 添加 0.4 mol/L DMSO，4'C 预 冷 平衡 2h 后 ，TTE、DM 和 SR 稀释 液 的 精子 的 运动 
度 与 鲜 精 无 差别 (P>0.05)， 其 余 处 理 组 均 显 著 下 降 (P<0.05)。 冷 冻 复苏 后 ， 各 组 的 运动 度 显著 低 于 预 冷 平衡 处 理 后 
的 运动 度 (P<0.05); DM 组 的 复苏 运动 度 显 车 高 于 其 他 稀释 液 组 (P<0.05)，BWW 组 最 低 (P<0.05)。 对 于 顶 体 完整 
率 ， 与 鲜 精 相 比 ，4C 平 衡 2h 后 ，TTE 和 DM 组 精子 的 顶 体 完整 率 显 车 高 于 BWW, BTS 和 SR 组 (P<0.05)。 冷 
冻 复 苏 后 ，DM 组 精子 的 项 体 完整 率 显 著 高 于 其 它 〈 除 了 TTE) 冷冻 组 (P<0.05)。 实 验 二 : 在 DM 稀释 液 基 础 上 
分 别 添加 4 种 浓度 0.2、0.4、0.8 和 1.2 mol/L KAZE ERE (DF). FABER CR). =A BERE (DA) 和 乙酰 胺 
CA) 以 及 0.4 mol/L DMSO， 经 过 预 冷 平 衡 处 理 后 ， 与 鲜 精 相 比 ， 各 防冻 剂 组 的 精子 运动 度 没 有 下 降 (P>0.05); 
冷冻 解冻 后 ， 各 冷冻 组 精子 的 运动 度 显 著 低 于 预 冷 平 衡 处 理 后 的 精子 运动 度 (P<0.05); 0.8 mol/L DF 和 0.4 mol/L 
DMSO 组 精子 的 运动 度 显著 高 于 其 它 冷冻 组 (P<0.05)。 对 于 顶 体 完整 率 ， 预 冷 平 衡 处 理 后 各 高 浓度 组 的 比率 显著 
下 降 ; 冷冻 复苏 后 , 0.4 mol/L F 和 0.4 mol/L DF 组 精子 的 顶 体 完 整 率 相 对 较 高 。 实验 三 , 人 工 授精 实验 中 , DM+0.8 
mol/L DF 冷冻 精子 的 受精 率 为 16.7%，DM+0.4 mol/L DMSO 的 受精 率 为 50.0%。 以 上 实验 结果 提示 , 含 卵黄 的 非 
离子 冷冻 稀释 液 对 树 殉 精子 冷冻 保护 效果 好 ， 但 单 胺 类 防冻 剂 的 防冻 效果 还 需 进 一 步 深 入 研究 。 


Aeg: PEE. 精子 冷冻 保存 ; 冷冻 稀释 液 ; 单 胺 类 防冻 剂 
中 图 分 类 号 : Q954.43; Q959.832; Q492 文献 标志 码 : A 文章 编号 : 0254-5853-(2012)01-0019-10 
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Effects of some extenders and monoamines on sperm cryopreservation 
in tree shrews (Tupaia belangeri) 
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(Laboratory of Molecular Genetics of Aging and Tumor, Faculty of Life Science and Technology, Kunming University of Science and 
Technology, Kunming 650500, China) 


Abstract: The tree shrew may be an important experimental animal for disease models in humans. The effects of 
some extenders and momamines on sperm cryopreservation will provide helpful data for experimentation of strains and 
conservation of genetic resources in tree shrews. Epididymal sperm were surgically harvested from male tree shrews 
captured around Kunming, China and sperm motility, acrosome integrity and fertility were assessed during 
cryopreservation. In Experiment 1 eight extenders (TTE, TCG, TCF, TTG, BWW, BTS, DM, and SR) supplemented with 
0.4 mol/L DMSO were used to dilute the sperm: only TTE, DM and SR showed no differences in motility and acrosome 
integrity compared to fresh controls after equilibration. After freezing and thawing, sperm in any extender showed lower 
motility than fresh control and sperm in DM showed higher motility than other groups. However, BWW produced the 
lowest motility. For acrosome intergrity, TTE and DM showed higher than BWW, BTS and SR after equilibration. The 
parameter in DM was higher than other groups (except TTE) after thawing. In Experiment 2 four penetrating 
cryoprotectant agents (CPA) [dimethyl-formamide (DF), formamide (F), dimethylacetamide (DA), and acetamide (A)] at 
0.2 mol/L, 0.4 mol/L, 0.8 mol/L, and 1.2 mol/L, respectively were added to the DM extender. Motility showed no 
difference among CPA groups and non-CPA group (control) after equilibration, but all thawed sperm showed lower 
values in motility and acrosome intergrity than pre-freezing groups. However, sperm in 0.8 mol/L DF and 0.4 mol/L 
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DMSO showed higher values in both parameters than that in other CPA groups (P>0.05). In Experiment 3 the 
fertilization rate of oocytes inseminated with 0.4mol/L DMSO (50%) were higher than that with 0.8mol/L DF (16%). In 
conclusion, non-ion extenders supplemented with egg yolk may be better for sperm cryopreservation in tree shrews and 
cryoprotectant effects of monoamines agents should be further studied in this species. 


Key words: Tree shrew; Sperm cryopreservation; Extender; Monoamines 


树 赐 具有 许多 灵 长 类 动物 的 特征 (Poonkhum et 











物 精 子 冷 冻 保 存 的 方法 多 数 倾 向 于 经 验 性 和 实验 














al，2000)， 被 广泛 应 用 于 生物 医学 研究 中 ， 如 神经 
生物 学 (Remple et al, 2007)、 人 类 病毒 性 肝炎 (Xu et 
al, 2007; Li et al, 2009)、 视 觉 系 统 发 育 (Poveda & 
Kretz , 2009), 群体 社会 阶层 应 激 (Kozicz et al, 2008; 
Zambello et al, 2010)、 和 生殖 和 发 育 生物 学 (Collins et 
al, 2007) 等 。 不 仅 如 此 , 它 的 体型 小 ,世代 周期 短 、 
繁殖 效率 高 ， 将 会 越 来 越 多 地 应 用 于 生物 医学 研究 
领域 。 由 于 树 网 具有 比较 丰富 的 遗传 多 样 性 (Chen et 
al, 2011), 精子 冷冻 能 够 经 济 、 有 效 地 保存 有 价值 的 
遗传 资源 , 但 到 目前 为 止 , 仅 有 一 篇 文献 报道 了 冷 
冻 降 温 速 率 、 冷 冻 平 衡 时 间 和 冷冻 稀释 液 对 树 哆 精 
子 冷冻 存活 率 的 影响 (Ping et al, 2011), 而 其 他 冷冻 
稀释 液 和 冷冻 剂 对 树 哆 精子 的 冷冻 影响 以 及 能 否 
提高 冷冻 存活 率 还 有 待 研究 。 

冷冻 稀释 液 是 影响 精子 冷冻 存活 率 和 受精 能 
力 的 一 个 重要 因素 ,而 关于 树 哆 精子 冷冻 稀释 液 的 
选择 , 仅 有 一 篇 文献 比较 了 基于 Tris-TES 的 两 种 冷 
冻 稀 释 液 一 一 TTE 和 TEST 对 树 购 精子 冷冻 存活 率 
的 影响 (Ping et al, 2011)。 然 而 , 已 经 有 很 多 种 稀释 
液 被 应 用 于 哺乳 动物 精子 冷冻 保存 中 ， 如 基于 
Tris-TES 的 TTE 和 TTG 分 别 用 于 非 人 灵 长 类 动物 
和 羊 的 精子 冷冻 保存 (Si et al, 2000: Li et al, 2005); 
基于 Tris-Citric acid 的 TCG 和 TCF 稀释 液 用 于 山 
羊 (Santiago-Moreno et al, 2008), 4# (Rasul et al, 
2001)、 免 (Moce et al, 2003) 和 狗 (Yildiz et al, 2000) 
的 精子 冷冻 保存 ; 基于 盐 和 糖 的 BWW 和 BTS 稀释 
MH FAX (Martins et al，2003) 和 猪 (Yeste et al, 
2008) 的 精子 冷冻 保存 ; 基于 Lactose-egg yolk 的 
DM fé EE n] H F E Li et al, 2006) 的 精子 冷冻 
保存 ， 且 可 以 提供 类 似 于 TTE 液 的 冷冻 保护 作用 ; 
基于 Skim milk- Raffinose 的 SR 稀释 液 被 广泛 用 于 
小 鼠 (Sztein et al, 2000) 精 子 的 冷冻 保存 。 尽 管 有 很 
多 冷冻 稀释 液 被 用 于 哺乳 动物 精子 的 冷冻 保存 , 但 
仅 有 为 数 不 多 的 文献 比较 了 几 种 冷冻 稀释 液 对 灵 
长 类 动物 精子 冷冻 保存 的 影响 (Li et al, 2006; 
Leverage et al,1972; Chen et al, 1994)。 同 时 , 哺乳 动 




































































































































































































































































性 。 因 此 , 有 必要 比较 多 种 冷冻 稀释 液 对 树 网 精子 
冷冻 保存 的 影响 ,以便 探索 适合 树 网 精子 冷冻 保存 
的 冷冻 稀释 液 。 
在 精子 冷冻 过 程 中 ,防冻 剂 是 影响 精子 存活 率 
的 男 一 个 重要 因素 。 到 目前 为 止 , 甘油 (Gly)、 乙 二 
醇 (EG)、 二 甲 基 亚 碘 (DMSO) 和 丙二醇 (PG) 作 为 常 
用 的 渗透 性 防冻 剂 被 广泛 应 用 于 哺乳 动物 精子 的 深 
低温 冷冻 保存 (Si et al, 2004; Fermandez- Santos et al, 
2005; Li et al, 2005; Fermandez-Santos et al, 2006; 
Kashiwazaki et al 2006; Farshad et al, 2009)。 在 前 期 
的 实验 中 , 通过 比较 不 同 浓度 的 甘油 、 乙 二 醇 、 二 
甲 基 亚 砚 和 丙二醇 对 树 哆 精子 冷冻 存活 率 的 影响 ， 
我 们 发 现 TTE+0.4 mol/L DMSO 可 获得 较 好 的 冷 
冻 保 护 效果 (这 部 分 结果 已 经 投稿 )。 另 外 ,， 胺 类 ， 如 
二 甲 基 甲 酰 腕 、 甲 酰胺 、 二 甲乙 酰 腕 和 乙酰 胶 等 也 
作为 重要 的 渗透 性 防冻 剂 用 于 哺乳 动物 精子 冷冻 
保存 ， 比 较 二 甲 基 甲 酰胺 、 甲 酰胺 和 甘油 对 犬 精 子 


























































































































































































































冷冻 保存 的 效率 ， 表 明 甲 酰胺 具有 类 似 甘油 的 冷冻 
保护 效果 (Futino et al, 2010); 比较 5% 二 甲 基 甲 本 
胺 、5% 二 甲乙 酰胺 、5% 甲 酰胺 和 3% 甘油 对 野猪 精 
子 冷冻 保存 的 效率 ， 表 明 5% 二 甲乙 酰胺 具有 最 住 
的 冷冻 保存 效果 (Bianchi et al, 2008); 比较 甘油 、 
甲 基 亚 砚 、 乳 酰胺 和 乙酰 胺 对 日 本 免 精 子 保存 存活 
率 的 影响 ,表明 乳酸 胺 和 乙酰 胺 的 冷冻 保护 效果 优 
于 甘油 (Kashiwazaki et al, 2006)。 由 此 可 见 ， 胺 类 可 
作为 渗透 性 防冻 剂 被 考虑 用 于 哺乳 动物 的 精子 冷 
冻 保 存 。 然 而, 在 树 哆 精子 的 冷冻 保存 中 单 胺 类 防 
冻 剂 及 其 与 冷冻 稀释 液 配 伍 能 否 产 生 最 佳 的 冷冻 
保存 效果 ,以 及 冷冻 稀释 液 和 防冻 剂 的 冷冻 保护 作 
用 机 制 仍 不 清楚 。 因 此 ， 本 研究 目的 为 选择 适用 于 
树 购 精子 冷冻 保存 的 最 佳 冷 冻 稀释 液 ， 并 探讨 单 胺 
类 防冻 剂 类 型 及 浓度 对 树 哆 精子 冷冻 保存 的 影 ? 


1 材料 与 方法 


1.1 冷冻 液 的 配制 
除 特殊 说 明 外 ， 其 它 所 有 的 化 学 试剂 均 购 自 
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Sigma 公司 (St. Louis, MO, USA)。 本 实验 选用 8 种 FYLE, MRE NaOH 调 上 清 液 pH 值 至 7.0 一 
精子 冷冻 稀释 液 ， 其 组 成 成 分 见 表 1, 配制 方 法 来 7.2, 分 装 于 15 mL 离心 管 中 储 存 于 一 80 'C 冰 箱 ! 
源 于 文献 报道 (Coulter & Foote, 1975; Tateno & 待 用 ,其 储存 期 限 不 超过 两 周 ,使 用 前 于 37 CKA 








Hn 





Mikamo, 1987; Si et al, 2000; Dube et al, 20024; Li et 解冻 。 精 子 洗涤 液 为 TALP-HEPES， 其 配制 方法 
al, 2005; Kaneko et al, 2006; Santiago-Moreno et al, JL Bavister et al 报道 (1983)。 分 别 加 入 0.2. 0.4. 0.8 
2006; Santiago-Moreno et al, 2009). denen HF! 和 1.2 mol/L 的 胺 类 防冻 剂 (二 甲 基 甲 酰胺 ， 
液 配制 当天 生产 的 鸡蛋 ， 小 心 殴 破 蛋 壳 并 去 除 蛋 清 ， dimethyl-formamide, DF; Pjk, formamide, F; 二 
随后 用 超 纯 水 冲洗 完 整 的 卵黄 3~5 次 并 用 脱脂 波 F Z Bt HE, dimethylacetamide, DA; Z Wt Hè, 
纸 吸 干 卵黄 周围 的 水 分 ， 用 10 mL 注射 器 小 心 刺 破 acetamide，A) 于 选用 的 冷冻 稀释 液 中 ， 以 配制 不 同 
卵黄 膜 并 吸取 卵黄 。 将 称 量 好 的 药品 和 卵黄 溶 于 超 类 型 、 不 同 浓度 防冻 剂 的 冷冻 液 ; 0.4 mol/L DMSO 
纯 水 并 混 匀 ,于 7000 r/min, 4 'CP 1h, WER 为 阳性 对 照 , 不 加 防冻 剂 的 冷冻 液 为 阴性 对 照 。 
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表 1 8 种 精子 冷冻 保存 稀释 液 的 组 成 成 分 


Tab.1 Components of eight extenders for diluting semen 































































































冷冻 液 Extender(g/100mL) TTE TCG TCF TTG BWW BTS DM SR 
三 羟 甲 基 和 氨基 甲烷 Tris 0.2 3.8 2.7 1.2 
三 甲 基 氨基 乙 磺 酸 TES 1.2 4.8 
柠檬 酸 Citric acid 2.2 1.4 
葡萄 糖 Glucose 2 0.6 0.2 0.1 3.7 
果糖 Fructose 1 
乳糖 Lactose 2 11 
棉 子 糖 Raffinose 0.2 18 
青霉素 Penicillin-G 0.006 0.006 
SEER Streptomycin 0.005 0.005 0.005 
卵黄 Egg yolk(mL) 20 20 20 20 20 
氧化 钠 NaCl 0.595 
SE KCI 0.0356 0.075 
氧化 钙 CaCl 0.0189 
磷酸 二 氧 钟 KHPO4 0.0162 
硫酸 镁 MgSO, 0.0144 
碳酸 氧 钠 NaHCO3 0.210 
丙酮 酸 钠 Sodium pyruvate 0.0014 
乳酸 钠 Sodium lactate(mL) 0.37 
牛 血清 白 蛋 白 BSA 0.30 
酚 红 Phenol red 0.001 
乙 二 胺 四 乙酸 EDTA (free Fe) 0.125 
柠檬 酸 三 钠 Tri-sodium citrate 0.6 
脱脂 牛奶 Skim milk A 





各 稀释 液 及 引文 出 处 : TTE (Ping et al, 2011), TCG (Si et al, 2000; Li et al, 2005; Santiago-Moreno et al, 2009), TCF (Santiago-Moreno et al, 2008), TTG 
(Rasul at al, 2001; Paudel et al, 2010), BWW (Martiins et al, 2003), BTS (Yeste et al, 2008), DM ( Li et al, 2006) 和 SR (Sztein et al, 2000). 














22 ”实验 动物 间 均 不 超过 2 周 。 所 有 动物 早 、 中 、 晚 均 喂 食 高 压 
21 只 成 年 雄性 树 网 和 10 只 成 年 肉 性 树 赐 , 体 ”消毒 的 颗粒 饲料 并 补充 鸡蛋 、 和 牛奶 和 新 鲜 水 果 。 
重 为 110—140 g, 来 自 昆 明 医 学 院 ， 饲 养 于 昆明 理 ”动物 饲养 在 100 cmX50cmX40cm( 长 X 宽 X 高 ) 的 
工大 学 生命 科学 与 技术 学 院 的 实验 动物 房 , 饲养 时 ETP, ARE, Zi 20-25 C， 光 照 时 间 为 
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7:00-19:00。 所 有 实验 均 在 5-7 月 完成 。 

2.3 ”精液 采集 

通过 外 科 手 术 从 举 丸 中 分 离 出 附 虚 尾 和 输 精 
管 , 用 TLAP-HEPES 冲洗 离 体 附睾 并 小 心 去除 血 液 
和 脂肪 组 织 ， BI Sea TS 1 mL 37 'C 
TLAP-HEPES [fj^ OLA, 用 精细 手术 剪 剪 碎 附和 学 尾 ， 
继续 于 37 CHEAT 10 min 让 精子 游离 出 来 . 取 10 pL 
精液 样品 检测 精子 运动 度 和 项 体 完整 性 , 运动 度 超 
过 60% 的 精子 样品 用 于 实验 。 剩 余 的 精子 样品 用 1 
mL TLAP-HEPES ¥ 2 次 , 250 r/min 离心 4min。 弃 
EIR, 并 立即 将 精子 沉淀 用 冷冻 稀释 液 稀释 混 义 ， 
室温 维持 10 min。 

2.4 实验 设计 

2.4.1 实验 一 : 不 同 冷冻 稀释 液 对 树 网 精子 冷冻 存 
活 率 的 影响 来 自 6 只 雄性 树 欧 的 每 份 精子 样品 被 
均匀 分 成 8 等 分 , 分 别 用 TTE. TCG, TCF, TTG. 
BWW, BTS, DM, SR 冷冻 稀释 液 稀释 ， 并且 将 这 

















































































































































































































精子 运动 度 和 顶 体 完整 率 , 再 将 剩余 的 精子 冷冻 液 
分 别 取 约 150 pL 装 入 冷冻 麦 管 中 , 并 用 热 封 机 封口 ， 
每 份 样品 装 2 管 。 然 后 , 将 以 上 的 精子 冷冻 液 麦 管 
于 距 液 氮 面 4 cm 的 位 置 冷 冻 降 温 10 min, 最 终 将 
所 有 麦 管 投 入 液 氮 冷冻 保存 ,冷冻 保存 精子 超过 3 d 
Ju, 直接 从 液 氮 中 取出 并 投入 37 'C 水 浴 中 复苏 2 
min, 用 TALP-HEPES 稀释 全 1.5 mL, 于 250 r/min 
离心 5 min 去 除 防冻 剂 , 取样 检测 精子 运动 度 和 顶 体 
完整 性 。 

243 ”实验 三 : 评估 冷冻 精子 的 受精 能 力 “ 来 自 于 
5 只 雄性 树 网 的 精子 被 均 分 两 等 份 ， 分 别 配 置 0.4 
mol/L DMSO 及 0.8 mol/L DF 冷冻 精液 。 解 冻 后 的 
精子 分 别 用 1 mL 预 热 的 TALP-HEPES 复苏 , 250 
r/min 离心 5 min 洗 两 次 , 随后 用 TALP- HEPES 将 
精子 稀释 到 (2.140.3)x107ymL 活 精子 的 浓度 。 与 此 
同时 ，10 只 雌性 动物 进行 以 下 处 理 : 暴露 经 过 诱导 
排卵 处 理 的 雌性 树 购 子宫 , 将 100 此 冷冻 精子 注射 
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8 份 精子 冷冻 稀释 混合 液 置 于 4 "CURAE PTA BTE 
2 h, 随后 问 己 经 平衡 好 的 精子 冷冻 稀释 混合 液 中 
加 入 0.4 mol/L 的 DMSO( 我 们 已 证 实 0.4 mol/L 
DMSO 能 有 效 保护 树 网 精子 ， 其 结果 已 经 投稿 )， 继 
续 平 衡 预 冷 处 理 30 min, 取 10 uL 精子 冷冻 液 检 测 
精子 的 运动 度 和 顶 体 完整 率 , 再 将 剩余 的 精子 冷冻 
液 分 别 取 150 pL 装 入 冷冻 麦 管 中 ， 并 用 热 封 机 封口 ， 
每 份 样品 装 2 管 。 然 后 , 将 以 上 的 精子 冷冻 液 麦 管 
署 于 距 液 氮 面 4 om 的 位 置 冷冻 降温 10 min, 最 终 将 
所 有 麦 管 投 入 液 氮 冷冻 保存 (Ping et al, 2011) 。 冷 
冻 保 存 精子 超过 3 d 后 , 直接 从 液 氮 中 取出 并 投入 
37 'C 水 浴 中 复苏 2 min, 用 TALP-HEPES AIEA 1.5 
mL， 于 250 r/min 离心 5 min 去 除 防冻 液 ， 取样 检测 





































































































































































































到 树 秽 的 两 侧 子宫 中 进行 人 工 授 精 。 其 中 , GER 
子 的 复苏 运动 度 和 顶 体 完整 率 需 分 别 不 低 于 30% 
和 50% 

对 雌性 树 购 进行 诱导 排卵 的 方法 见 Coscioni et 
al(2001) 的 研究 报道 ， 对 雌性 树 购 肌肉 注射 60 IU 
PMSG, 间隔 24 h 后 分 别 肌 肉 注射 30 IU PMSG 和 
30 IU HCG。 在 注射 HCG 8 h 后 , 利用 冷冻 精子 作 
子宫 内 人 工 授精 ， 步 骤 如 下 : 利用 盐酸 毛 胺 酮 (40 
mg/kg body weighb 对 动物 进行 麻醉 处 理 ， 随 后 将 树 
MAREE, 刊 去 腹部 的 毛 ，75% 酒 精 消 毒 后 用 已 
消毒 的 手术 剪刀 在 腹部 正中 央 打 开 一 个 约 7 mm 的 
WO, RETE, 用 16# 无 菌 针头 在 靠近 子宫 颈 且 
管 分 布 少 的 地 方 刺 洞 ， 接 着 将 直径 为 0.38 mm 并 
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精子 运动 度 和 顶 体 完整 性 。 

2.4.2 ”实验 二 : 不 同 渗透 性 防冻 剂 对 树 移 精子 冷冻 
存活 率 的 影响 来 自 10 只 雄性 树 网 的 每 份 精子 样 
品 被 均匀 分 成 18 等 份 , 利用 实验 一 选择 出 的 DM 冷 
冻 稀释 液 稀 释 处 理 ,然后 将 这 18 份 含 精子 冷冻 稀 
FRET 4 ‘CC 冰箱 中 预 冷 处 理 2 h, 随后 向 已 经 平 
衡 好 的 18 份 精子 冷冻 稀释 液 中 , 分 别 加 入 等 体积 
的 含 0.4、0.8、1.6 和 2.4 mol/L 的 渗透 性 防冻 剂 DF. 
F, DA, A, 以 及 0.8 mol/L 的 DMSO、 无 防冻 剂 的 
冷冻 稀释 液 ， 使 得 冷冻 液 中 的 防冻 剂 分 别 为 0.2、 
0.4、0.8 和 1.2 mol/L 的 渗透 性 防冻 剂 DF、F、DA、 
A, 以 及 0.4 mol/L DMSO 和 无 防冻 剂 的 冷冻 液 ， 继 
续 平衡 预 冷 处 理 30 min, 取 10 uL 精子 冷 浆液 检测 
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含有 100 uL 冷冻 精子 的 导管 通过 洞 分 别 插入 到 两 
则 的 子宫 宫 管 中 ,将 精子 注射 到 输卵管 的 开口 附近 ， 
最 后 利用 标准 的 外 科 手 术 法 缝合 伤口 并 注射 5 000 
IU 的 青霉素 和 止痛 药 以 防止 伤口 感染 和 疼痛 。 待 人 
工 授精 40h Ja, 利用 相同 的 外 科 手 术 暴 露 子宫 、 输 
卵 管 和 卵巢 ,手术 摘除 卵 梨 及 其 输卵管 ,在 体 视 显 
微 镜 下 利用 TALP-HEPES 液 收 集 胚胎 , 倒置 显微镜 
下 观察 计数 超 排卵 母 细 胞 和 已 分 裂 成 2- 细 胞 以 上 
胚胎 的 数量 ， 以 此 计算 出 受精 率 ， 即 受精 率 =2- 细 胞 
以 上 胚胎 数量 /总 的 超 排 卵 母 细 胞 数 X100%(Ping et 
al, 2011)。 

2.5 ”精子 功能 检测 
2.5.1 ”精子 运动 度 的 检测 
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取 10 uL 精子 混合 液 (新 
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人 鲜 或 预 冷 处 理 后 或 冷冻 /解冻 后 ) 滴 加 到 已 预 热 至 37 °C 
的 血细胞 计数 板 上 , 在 光学 显微镜 下 计数 向 前 运动 
度 精 子 占 整 个 精子 群 的 百分比 率 ， 其 操作 步骤 参考 
相关 Saragusty et al(2009) 的 研究 报道 。 每 次 至 少 计 
数 200 个 精子 ,重复 两 次 。 注 意 : 所 有 样本 的 运动 
度 评 估 均 由 一 个 熟练 的 操作 者 执行 ; 解冻 后 的 精子 
运动 度 应 在 TALP-HEPES 洗涤 后 , 立即 计数 运动 度 ; 
为 减少 评测 的 误差 .操作 者 应 盲 测 所 有 样本 。 
2.52 顶 体 完整 率 检测 ”采用 菊 光 染料 FITC-PNA 
检测 精子 的 顶 体 完整 率 ， 其 操作 见 文 献 报道 
(Bathgate et al, 2006): 将 精子 样品 用 TALP-HEPES 
离心 洗 2 次 ,稀释 至 适当 精子 浓度 ,， HOO pL WER 
KEE, KAFE, 在 通风 橱 中 用 甲醇 浴 液 固定 。 待 
风干 后 ， 加 入 40 pg/mL 的 FITC-PNA 与 精子 样品 
在 37 CC 培养 箱 中 避 光 孵育 30 min, PBS 洗 去 多 余 的 
染料 ,在 荧光 显微镜 下 检查 ， 其 激发 光波 长 和 发 射 
光波 长 分 别 为 490 nm 和 515 nm, 顶 体 完整 的 精子 
被 染 成 均匀 的 苹果 绿色 ,而 顶 体 不 完整 的 精子 部 分 
着 色 或 不 着 色 。 计 数 顶 体 完整 和 不 完整 的 精子 , 每 
次 至 少 计数 200 个 ,并 计算 顶 体 完整 率 。 
2.6 统计 分 析 
所 有 数据 以 平均 值 + 标准 误 (Mean+SZ) 表 示 ， 精 
子 运动 度 、 运 动 度 复 苏 率 和 顶 体 完整 率 等 百分率 数 
据 经 过 平方 根 的 反正 弦 转 换 , 经 完全 随机 设计 的 单 
因素 方差 分 析 (one way ANOVA) 和 最 小 显著 差 数 法 
(least significant difference test) 检 验 数 据 间 的 差异 
显著 性 ; 利用 Paired-Samples t-test 比较 鲜 精 和 冷冻 
精子 的 受精 率 ; P<0.05 为 差异 显著 。 以 上 所 有 数据 
的 处 理 及 文章 中 图 均 通 过 SPSS 11.5 (SPSS Inc, 
Chicago, IL, USA) 软件 完成 。 
































































































































































































































3 结 R 


3.1 不同 冷冻 稀释 液 对 树 赐 精 子 冷冻 存活 率 的 影响 

冷冻 稀释 液 对 树 吻 精子 冷冻 -解冻 运动 度 的 影 
响 见 表 2。 相 比 鲜 精 而 言 , 经 过 预 冷 平衡 处 理 后 ， 
TTE, DM 和 SR 稀释 液 稀 释 的 精子 的 运动 度 未 显著 
性 下 降 (P>0.05), 而 其 余 冷冻 稀释 液 稀 释 的 精子 却 
显著 性 下 降 (P<0.05), H BWW, TTG. BTS 组 显著 
低 于 其 他 冷冻 稀释 液 组 (P<0.05)。 冷冻 复苏 后 ,各 稀 
释 液 组 复苏 精子 的 运动 度 显著 低 于 预 冷 平衡 处 理 
后 的 运动 度 (P<0.05); DM 组 冷冻 解冻 精子 的 运动 度 
显著 高 于 其 它 稀释 液 冷 冻 组 (P<0.05);，TTE 和 SR 
组 ,显著 高 于 TTG、.BWW 和 BTS 组 (P<0.05); BWW 
冷冻 组 精子 的 运动 度 最 低 (P<0.05)。 

冷冻 稀释 液 对 树 呈 精 子 冷冻 解冻 后 顶 体 完整 
率 的 影响 见 表 3。 相 比 鲜 精 , TCF、BWW、BTS 和 
SR 组 平衡 后 顶 体 完整 率 显著 性 下 降 (P<0.05), 而 
TTE 和 DM 组 精子 的 顶 体 完整 率 显 著 高 于 BWW、 
BTS 和 SR 组 (P<0.05)。 冷 冻 解 冻 后 , DM 组 精子 的 
顶 体 完整 紊 显著 高 于 其 他 冷冻 组 (P<0.05), 但 与 
TTE 组 之 间 没 有 显著 性 差异 (P>0.05)。 
32 ”不同 渗透 性 防冻 剂 对 树 胸 精子 冷冻 存活 率 的 

影响 

不 同 防冻 剂 对 树 哆 冷冻 解冻 精子 运动 度 的 影 
响 见 表 4。 相 比 鲜 精 ,经 过 预 冷 平衡 处 理 后 , 各 防冻 
剂 组 的 精子 运动 度 未 显著 性 下 降 (P>0.05)。 经 过 冷 
冻 解 冻 后 ,各 组 精子 的 运动 度 显 车 低 于 其 预 冷 平衡 
处 理 后 的 精子 运动 度 (P<0.05); 0.8 mol/L DF 组 精子 
的 运动 度 显著 高 于 其 它 冷冻 组 , 但 与 0.8 mol/L A 和 
0.4 mol/L DMSO 组 之 间 没 有 显著 性 差异 (P>0.05) 












































































































































































































































表 2 比较 8 种 不 同 冷冻 稀释 液 对 树 胸 精子 冷冻 -解冻 运动 度 的 影响 (n=6) 


Tab.2 Effects of eight extenders on motility during sperm cryopreservation in tree shrews (n=6) 





冷冻 稀释 液 鲜 精 运动 度 (96) 平衡 后 精子 运动 度 (%) 冷冻 -解冻 后 精子 运动 度 (%) 
Extender Motility of fresh sperm (%) Motility after equilibration (%) Motility after frozen-thawed (%) 
TTE 60.1842.75* 34.25+1.89° 
TCG 54.57+0.96* 29.75+2.26* 
TCF 52.65+3.63® 30.18+2.47* 
TTG 43.13+5.22° 21.9643.37° 
63.7643.45 

BWW 37.3944.01°4 15.36+2.61¢ 
BTS 43.4243.96° 26.3912.38* 
DM 61.50£1.77* 44,10+2.25° 
SR 57.16+2.41° 35.04+2.97° 














同一 列 数据 上 方 标的 不 同 字 母 表 示 显 著 差 异 (P<0.05, 最 小 显著 差 数 法 )。 


Values with the different superscript letters in the same column are significantly different (P<0.05, least significant difference test). 
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表 3 比较 8 种 不 同 冷冻 稀释 液 对 树 哆 精子 冷冻 -解冻 顶 体 完整 率 的 影响 


Tab.3 Effects of eight extenders on acrosome integrity in sperm cryopreservation of tree shrews (n=6) 





冷冻 稀释 液 鲜 精 顶 体 完整 率 (%) 平衡 后 精子 顶 体 完 整 率 (%) 冷冻 -解冻 后 精子 项 体 完整 率 (%) 
Extender Acrosome integrity in fresh sperm (%) Acrosome integrity after equilibration (%) Acrosome integrity after frozen-thawed (%) 
TTE 79.14x1.17* 69.3441.77° 
TCG 74.55+2.31° 62.83+1.72°° 
TCF 72.08+1.97® 64.15+2.74® 
TTG 75.98+1.83® 67.72+1.93* 
81.24+2.42 

BWW 69.19+2.52° 56.73+1.27° 
BTS 69.84+2.07° 63.3442.13°° 
DM 78.06+2.11° 76.08+0.84%" 
SR 71.63+1.45° 63.31+2.07°° 





同一 列 数据 上 方 标的 不 同 字 母 表示 显著 性 差异 (P<0.05， 最 小 显著 差 数 法 )。 


Values with the different superscript letters in the same column are significantly different (P<0.05, least significant difference test). 


表 4 胺 类 防冻 剂 对 树 哆 精子 冷冻 -复苏 后 精子 运动 度 的 影响 (n=10) 


Tab.4 Effects of monoamines on motility in sperm cryopreservation in tree shrews (n=10) 





防冻 剂 鲜 精 运动 度 (%) 平衡 后 精子 运动 度 (%) 解冻 后 精子 运动 度 (96) 
cryoprotectant agents Motility of fresh sperm (%) Motility after equilibration (%) Motility after frozen-thawed (%) 
0.2mol/L DF 62.3242.84° 27.11+4.07° 
0.4mol/L DF 62.5343.41* 32.5943.56"° 
0.8mol/L DF 65.2443.01° 40.1642.994 
1.2mol/L DF 63.21+1.89° 34.56:3.12^ 
0.2mol/L F 63.9442.91* 22.1742.54°% 
0.4mol/L F 63.6143.44" 31.8744.41° 
0.8mol/L F 64.6543.82" 34.40+2.45° 
1.2mol/L F 62.12+2.86" 26.35+2.78" 
0.2mol/L DA 65.1143.52* 31.22+4.83° 
67.12+2.08 
0.4mol/L DA 64.59+43.98" 27.0143.63* 
0.8mol/L DA 63.4954.12* 30.9342.19°% 
1.2mol/L DA 61.56:3.24* 23..4243.05* 
0.2mol/L A 63.4743.69" 21.4243.67" 
0.4mol/L A 62.8643.32* 29.61-24.96 
0.8mol/L A 63.4743.69" 36.95+4.7%4 
1.2mol/L A 60.56+3.10* 27.6443.18 
NO CAP 64.7833.54* 19.88+2.38' 
0.4mol/L DMSO 66.7243.88° 38.4243.69"" 





同一 列 数据 上 方 标的 不 同 字 母 表示 显著 性 差异 (P<0.05, 最 小 显著 差 数 法 )。 


Values with the different superscript letters in the same column are significantly different (P<0.05, least significant difference test). 


不 同 防 冻 剂 对 树 哆 冷冻 解冻 精子 的 顶 体 完整 ” 3.3 冷冻 精子 受精 能 力 的 检测 结果 
率 的 影响 见 表 5。 经 过 预 冷 平 衡 处 理 后 ,0.2 mol/L 如 表 6 所 示 ,0.8 mol/L DF 冷冻 精子 的 受精 率 
DF、0.8 mol/L DA, 0.8 mol/L A、0.2 mol/L A 和 无 (16.796) 5 0.4 mol/L DMSO 的 受精 率 (50.0%) 有 显著 












































防冻 剂 组 的 顶 体 完整 率 显 著 高 于 1.2 mol/L DF、0.8 ”性 差异 (P<0.05)。 
mol/L F 和 1.2 mol/L F 2H(P«0.05). 冷冻 解冻 后 , 0.4 : : 
( Jn 4 i it 





mol/L F 和 0.4 mol/L DF 组 精子 的 顶 体 完整 率 显 著 
高 于 1.2 mol/L DF、0.2 mol/L F、0.8 mol/L DA 和 本 研究 首次 比较 了 8 种 常用 冷冻 稀释 液 和 4 种 
1.2 mol/L DA 组 (P<0.05)。 单 胺 类 渗透 性 防冻 剂 对 树 哆 精子 冷冻 存活 率 的 影 
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表 5 防冻 剂 对 树 胸 精子 冷冻 -复苏 后 精子 项 体 完整 率 的 影响 (n=10) 


Tab.5 Effects of monoamines on acrosome integrity in sperm cryopreservation in tree shrews (n=10) 


防冻 剂 鲜 精 项 体 完整 率 (90) 平衡 后 精子 顶 体 完整 率 (90) 冷冻 -解冻 后 精子 项 体 完整 率 (%) 


cryoprotectant agents Acrosome integrity in fresh sperm (%) Acrosome integrity after equilibration (%) Acrosome integrity after frozen-thawed (%) 





0.2mol/L DF 78.6842.68° 59.29:3.83** 
0.4mol/L DF 77.124+3.35% 63.03+3.05° 
0.8mol/L DF 73.5141.78°° 59.394+2.42%° 
1.2mol/L DF 71.5842.14° 55.49+2.37™ 
0.2mol/L F 77.07+2.42* 56.9841.58" 
0.4mol/L F 76.0843.34” 64.3542.13° 
0.8mol/L F 68.6444.26"° 62.9941.56" 
1.2mol/L F 67.2652.74* 60.35+1.75°° 
0.2mol/L DA 77.7442.89" 60.82+3.55°° 
0.4mol/L DA ee 75.5243.11™ 58.86+3.20%° 
0.8mol/L DA 78.16+1.03° 51.80+2.87bed 
1.2mol/L DA 73.4842.15°°° 49.85+2.304 
0.2mol/L A 78.92:2.63* 60.5723 28^ 
0.4mol/L A 74.0843.12°° 60.68+2.51°° 
0.8mol/LA 79.0441.45° 62.6043.27" 
1.2mol/LA 73.2432.08^* 59.6742.58** 
NO CAP 78.6242.82° 59.58+2.99%° 
0.4mol/L DMSO 76.7542.85°° 60.7843.3 1° 





同一 列 数据 上 方 标的 不 同 字 母 表示 显著 性 差异 (P<0.05, 最 小 显著 差 数 法 )。 


Values with the different superscript letters in the same column are significantly different (P<0.05, least significant difference test). 
表 6 0.8 mol/L DF 和 0.4 mol/L DMSO 冷冻 精子 的 受精 能 
Tab.6 Fertilizing ability of tree shrew sperm frozen with 0.8 mol/L DF and 0.4 mol/L DMSO 


0.4 mol/L DMSO 冷冻 精子 0.8 mol/L DF 冷冻 精子 
Frozen by 0.4 mol/L DMSO Frozen by 0.8 mol/L DF 





















































AI 前 的 精子 运动 度 (Meant+SD)% Ae goiodi neh ee 

Sperm motility (Mean+SE.%) before AI FUSE Sd DOS 

AI 前 的 精子 顶 体 完整 率 (Mean+SD)% y y 

Sperm acrosome integrity (Mean+SE %) before AI Ra en 
于 此 实验 的 雌性 树 购 数量 5 5 

No. of female tree shrews used 

PEE SS He ONT RBA (967) 

No. of tree shrews yielding fertilized oocytes (% °) KBO) 2(40) 

获取 的 卵 的 数量 (Mean+SE per female) " " 

No. of oocytes recovered (Mean+SE. per female) 2008020.9) Le) 

受精 卵 的 数量 "(Mea SE per fe male) " » 

No. of fertilized oocytes " (Mean+SE per female) 10 90:7) 96:049 

受精 率 (Mean%) 26 ies 


Fertilizition rate of oocytes (96) 


* 相对 实验 所 用 树 网 数量 的 百分比 ; "获取 胚胎 至 少 为 2- 细 胞 时 期 。 


a Relative to the number of tree shrews used; "Fertilized oocytes were the oocytes that can develop into at least two-cell stage when they 



































were recovered. 





























Ih]. Ping et al (2011) 报 道 , WTP eG, 结果 表明 最 佳 的 防冻 剂 为 0.4 mol/L DMSO, 
佳 卵黄 浓度 、 降 温 速 率 和 冷冻 降温 平衡 时 间 分 别 为 ” 但 是 仍然 存在 可 提升 的 冷冻 效率 空间 ， 故 本 次 研究 
20%、-172 'C/min 和 10 min; 通过 比较 甘油 、 乙 在 此 基础 上 探讨 冷冻 稀释 液 和 胺 类 防冻 剂 对 树 哆 
醇 、 二 甲 基 亚 砚 和 丙二醇 对 树 秽 精子 冷冻 存活 率 的 哺 子 冷冻 效率 的 影响 ， 以 优化 树 哆 精子 冷冻 保存 方 
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26 动 物 学 


E. PRIS UR PRE AUG BIB PEUT UR FL OT BD IK 
一 物种 精子 的 低温 生物 学 特性 无 疑 将 有 助 于 提高 
树 网 精子 冷冻 保存 效率 ,为 建立 一 套 完 整 高 效 可 行 
的 低温 冷冻 方法 提供 实验 依据 , 这 将 有 利于 提高 树 
WEEE FP KAHK. 

在 精子 冷冻 保存 过 程 中 , 冷冻 稀释 液 成 分 具有 
极其 重要 的 作用 。 这 8 种 冷冻 稀释 液 被 广泛 应 用 于 
哺乳 动物 的 精子 冷冻 保存 过 ,并且 因 物种 的 不 同 而 
冷冻 效果 不 同 。 比较 基于 Tris-TES 的 两 种 冷冻 稀释 
液 ( 即 TTE 和 TEST) 对 树 网 精子 冷冻 存活 率 的 影响 ， 
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et al, 2008)、 马 (Juliani & Henry, 2008) 的 精子 冷冻 
保存 中 作 过 研究 , 但 未 见 到 有 关上 胺 类 防冻 剂 在 灵 长 
类 动物 精子 保存 中 的 研究 报道 。 比 较 四 种 不 同 浓度 
(0.2、0.4、0.8 和 1.2 molD) 的 胺 类 防冻 剂 ( 二 甲 基 甲 
酰 胶 、 甲 酰 腕 、 二 甲乙 酰胺 、 乙 酰胺 ) 对 树 网 精子 冷 
冻 存 活 率 的 影响 ,结果 表明 ,最 佳 的 胺 类 防冻 剂 为 
0.8 mol/L DF, 其 冷冻 精子 运动 度 和 顶 体 完整 率 与 
0.4 mol/L DMSO 没有 差异 ,因此 , 0.8 mol/L DF 可 
以 替代 0.4 mol/L DMSO 作为 渗透 性 防冻 剂 用 于 树 
GAR RTE. SESE E, 运动 度 和 项 体 完整 率 并 

































































































































































结果 表明 , TTE 的 冷冻 保护 效果 优 于 TEST 其 原因 
可 能 是 高 浓度 的 三 凑 甲 基 氮 基 甲 烷 盐 酸 (Tris) 和 三 
甲 基 毛 基 乙 磺 酸 (TES) 对 树 网 精子 造成 盐 害 而 受 损 
伤 或 乳糖 和 棉 子 糖 给 树 胸 精子 冷冻 提供 较 好 的 保 
护 作 用 (Garde et al, 2008; Ping et al, 2011)。 在 此 8 
种 冷冻 稀释 液 中 , TTE 和 TTG 是 以 Tris-TES 292 
体系 的 稀释 液 , 但 TTE 的 冷冻 保护 效果 优 于 TTG, 
其 原因 可 能 是 TTG 中 的 Tris-TES 浓度 高 于 TTE H. 
TTE 中 的 糖 浓 度 和 种 类 多 于 TTG, 这 与 Ping et al 
(2011) 报 道 的 结果 一 致 ; TCG 和 TCF 是 基于 Tris-citric 
acid 的 稀释 液 ， 虽 然 TCG 的 盐 浓 度 高 于 TCF， 但 是 
冷冻 保护 效果 一 样 ， 其 原因 可 能 TCG 中 Tris 的 浓度 
升 高 不 足 加 剧 负 面 影响 ; BWW 和 BTS 是 基于 盐 和 
葡萄 糖 的 两 种 稀释 液 ， 对 树 哆 精子 的 冷冻 保护 效果 
最 差 , 其 原因 可 能 是 缺少 卵黄 , 或 者 盐 的 存在 ; DM 
的 主要 成 分 为 乳糖 和 卵黄 ， 对 树 购 精子 的 冷冻 保存 
效率 最 高 , 与 TTE、TTG、TCF、TCG 相 比 , DM fi 
释 液 中 没有 Tris-TES 和 盐分 的 存在 ; SR 的 主要 组 成 
成 分 为 棉 子 糖 和 脱脂 奶 , 但 其 冷冻 保存 效率 低 于 
DM, 其 原因 可 能 是 卵黄 的 冷冻 保护 效果 优 于 脱脂 
奶 。 综 上 所 述 , 在 树 欧 精子 冷冻 保存 过 程 中 ， 卵 黄 
是 冷冻 稀释 液 中 不 可 缺少 的 的 成 分 ,但 是 过 多 的 
Tris-TES 和 人 金属 离子 可 能 易 造 成 树 移 精子 冷冻 损伤 。 

在 哺乳 动物 的 精子 冷冻 保存 中 ,最 常用 的 渗透 
性 防冻 剂 是 甘油 ， 其 次 是 乙 二 醇和 二 甲 基 亚 硕 ， 胺 
类 防冻 剂 在 犬 类 (Futino et al, 2010)、 免 (Kashiwazaki 
et al, 2006)、 羊 (Moustacas et al, 2011). 44 (Bianchi 
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综 上 所 述 , 含 卵黄 的 非 离 子 冷 冻 稀释 液 可 能 
有 利于 树 网 精子 冷冻 保存 ,但 单 胺 类 防冻 剂 的 防冻 
效果 还 有 待 进一步 证 实 。 
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